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tivity of  tyrosinase between  the  spectrofluorometric  and  spectrophotometric  continuous  assays, 
simulated assays were made by means of numerical integration of the equations that characterize 
the mechanism of monophenolase activity. These assays showed that the rate of disappearance of 

















































































































(d)  The method has no  interferences since  the absorbance measurement occurs  in  the 
visible area, where neither the substrates nor the enzyme absorbed. 
(e)  The adducts are stable at acidic pH and at pH > 5.5 they evolve presenting an isos‐




























Fluorescence  Continuous  L‐tyrosine  0.0952      [10] 




L‐tyrosine  0.0721      [12] 





















Continuous  L‐tyrosine  –  0.13  [21] 
SR = Relative sensitivity comparing with our reference method with 4‐hydroxyphenil propionic 























true  that  V , V ,   and with respect  to oxygen consumption  it  is  true  that  V ,





























The methods used  to monitor  the monophenolase  and diphenolase  activities use 
MBTH to generate an adduct, which when is oxidized and generates a compound with 
high extinction coefficient (Table S1). The precision of the method was checked by repeat‐











nmol  per minute.  The  relationships  between  catalytic  constants  [29]  of  the  diphenol 
DHPAA and  its monophenol PHPPA  is 8.3, which means  that one unit on DHPPA  is 
equivalent to 8.3 of monophenolase units, so LODM, expressed in monophenolase units, 
is LODM = 0.25 U/mL. Table 1 shows the relative sensitivities of different substrates (L‐
tyrosine,  tyramine  and  4‐hydroxyanisole)  with  respect  to  our  reference  substrate 
(PHPPA), it is noteworthy that for 4‐hydroxyanisole, values of LODM similar to those ob‐





























of  the corresponding analytical expression. Rate of product  formation  (V , ) and sub‐














This scheme shows  the enzymatic stage of action of  tyrosinase on M,  its  transfor‐
mation into D, its oxidation to o‐QH and the evolution of o‐QH. 
In  the steady state,  the quantity of matter entering  the system of reactions will be 
shared between product and the sum the intermediates. 
Considering that the rate of consumption of M in the steady‐state is  V ,   and that 
the rate of accumulation of DC  in  the steady state  is  V , ,  it can be established  if  the 
system has reached steady state: 
V , V ,     (1)
Moreover, the following material balance is fulfilled: 
V , t V , t DC D QH     (2)
That is, the matter that enters the system is distributed among the different interme‐
diaries and the  final product. The intermediaries are D and o‐QH, which reach steady‐
state with the levels  D   and  QH . An analytical expression can be established for the 
rate of M consumption and for the accumulation of DC. 






DC V , t ,     (3)
with 
R      (4)
DC accumulates in the medium according to the equation of a line Equation (3), the 























phenols  such  as  L‐tyrosine,  tyramine,  4‐hydroxyphenylpropionic,  4‐hydroxyanisole 





of consumption of M (L‐tyrosine) (V , ) is equal to the rate of formation of DC (V , ), or 
in general a colored derivative that is generated by a nucleophilic attack by a reagent such 
as MBTH, followed by an oxidation reduction reaction, A‐ox (V , ), in addition,  V ,  
is related to the other two rates by  V , 1.5V , 1.5V , 1.5V ,   in such way 
that the correct measurement of monophenolase activity can be done in theory by meas‐
uring the consumption of M or O2, or the formation of DC or A‐ox. The simulation of the 





























curves of DC, o‐Q and D in the reaction medium. (B) Evolution of O2 consumption rates (V , ), monophenol (V , ) and 
DC  formation  (V , ).  Conditions:  E 50  10  M ,  E 0.3x E ,  E 0.7  E ;  M 2  10  M , 
O 0.26  10  M ;  D 0 and  the  rate  constants  were:  k 5  10  M s ,  k 17 s ,  k 3.82 
 10  M s ,  k 10 s ,  k 1074 s ,  k 3.16  10  M s ,  k 10 s ,  k 7.5 s ,  k 7  10  M s , 





















the rates of M consumption (V , ), O2 (V , ) and DC formation rate (V , ). The experimental conditions are the same 
than in Figure 1, but in this case,  D 2.114  10  M. 
(3) Action of tyrosinase on L‐tyrosine, adding before starting the reaction an amount of 
o‐diphenol, less than that necessary to reach steady state. 























(d)  Variation of  the  concentration and  rate of accumulation of D over  time.  It  is 
shown in Figure 3D. 





Q, D and A‐ox over time. (B) Relationship between consumption rates of M (V , ), O2 (V , ) and DC formation (V , ). 
(C) Evolution of enzyme species over time. (D) Variation of the rate of D accumulation with time. The experimental con‐












species  consumes M and O2. The  rate of DC accumulation  increases with  time,  in  the 
steady state: V , V , . However,  the  rate of O2 consumption  (V , )  in  the steady‐
state is 1.5 times  V ,   or  V , . The explanation for these curves is that at steady‐state 
the enzyme molecule performs  two cycles  in  the hydroxylase pathway  (see Scheme 1) 
consuming 2M and 2O2 and one cycle in the oxidase pathway consuming 2D and 1O2. The 












rapidly generating o‐Q and passing  to Em  (inactive on M)  (Figure S1C). The Em  form 












before DC, due to the evolution of the o‐Q. In the steady state,  V , V ,   and  V ,
1.5V , 1.5V ,   (Figure 2B). A similar effect is seen in short‐time records (Figure S2B). 












V ,   and with respect  to O2:  V , 1.5V , 1.5V ,   (Figure S3C). At short  times, 
no rate has reached the steady state and appreciable differences are seen between  V ,  
and  V ,   (Figure S3D). D concentration reaches the steady state before tan in the case 
4.1 (Figure S3E). 
These conditions should be of choice to work experimentally with monophenolase 






reaching  that of  the steady‐state, and  then  fulfilling  the relationships between  the rate: 
V , V ,   and  V , 1.5V , 1.5V ,  (Figure S4A),  and  at  short  times  (Figure 
S4B). The rest of the parameters follow a behaviour like cases 4.1–4.3. 











the  rate of  consumption of M and O2 by  the  relationship  V , V ,   and  V ,











Fluorometric methods are normally more  sensitive  than  spectrophotometric ones, 
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